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Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren zur quan- 
titativen Bestimmung des Wachstums von aeroben gram- 
negativen Bakterien in einer Suspension, wobei man die 
Bakterien mit einem enzymatisch spaltbaren Substrat ver- 
setzt und ein Spaltstuck des Substrats photometrisch miSt. 
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PatentansprUche 



1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Wachstums 
von aeroben gram-negativen Bakterien in einer Suspen- 
sion, dadurch gekennzeichnet , daB man die Bakterien mit 
einem enzymatisch spaltbaren Substrat versetzt und ein 
Spaltstuck des Substrats photometrisch mifit. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Substrat L-Alaninparanitroanilid, L-Leucinparani- 
troanilid oder Prolinparanitroanilid ist und das Spalt- 
produkt Paranitroanilin gemessen wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Konzentratidn des Substrats 0,5 bis 5 mmol/1 be- 



4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB bei zwei verschiedenen Wellenlangen 
gemessen wird, die durch das Spaltstuck des Substrats 



tragt . 
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verschieden absorbiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daB 
die Wellenlangen im Bereich von 380 bis 450 nm liegen. 

05 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, dadurch 
gekennzeichnet , daft die eine Wellenlange 414 nm und^die 
zweite 450 nm betragt. 

10 7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6 zur Erf as- 
sung der synergistischen und antagonistischen Wirkung 
verschiedener Substanzen. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche . 1 bis 6 zur Fest- 
15 stellung der Resistenz aerober grara-negativer Bakterien 

gegen antimikrobiell wirkende Verbindungen. 

9. Verfahren nach Anspruch 8 zur Feststellung der Resis- 
tenz aerober gram-negativer Bakterien gegen Antibiotika 

20 Oder Chemotherapeutika . 
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Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Wachstums 

von Bakterien 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung des Wachstums von aeroben gram-negativen 
Bakterien in einer Suspension. 

Die bisher bekannten Verfahren zur Bestimmung des 
Wachstums von Bakterien beruhen auf der Ermittlung der 
Zahl oder Masse der Zellen, die im allgemeinen in homo- 
genen Suspensionen der Bakterien in einer Fliissigkeit 
vorliegen. Hierbei erhalt man entweder die Bakterien- 
konzentration (Zellzahl/ml) oder die Bakteriendichte 
(mg/ml) . Aus der Zunahme dieser GroBen in einer 
wachsenden Bakterienkultur lassen sich die Teilungsrate 
als Anzahl der Verdopplung der Bakterienkonzentration/h 
und als ihr reziproker Wert die Generationszeit als 
Zeitintervall der Verdopplung bestimmen. 

Das zur Bestimmung der Gesamtzellzahl am weitesten ver- 
breitete Verfahren bedient sich der mikroskopischen 
Auszahlung der in diinner Schicht in einer Zahlkammer 
(z.B. nach Neubauer, Toma oder Petrof f-Hauser ) ausge- 
breiteten Zellen. Die Relativzahlung zu bekannten Zah- 
len kleiner Teilchen, z.B. den Erythrocyten des Blutes 
(ca. 5xl0 6 Erythrocyten/ml) gehort zu den altesten Ver- 
fahren. Weiterhin kann die Zahlzahl mit elektronischen 
Zahlgeraten bestimmt werden. Diese machen sich den 
Leitf ahigkeitsverlust einer Elektrolytlosung zunutze , 
der beim Durchtritt eines Bakteriums durch eine enge 
Offnung auftritt. Bei Zellzahlen unter 10 6 Zellen/ml 
laBt sich die Membranf iltermethode anwenden. 

Die Lebendzellzahl wird liblicherweise nach dem 
Koch'schen PlattenguBverfahren bestimmt. Hierbei wird 
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ein aliquoter Teil einer in geeigneter Weise verdunnten 
homogenen Zellsuspension mit fltissigem Nahragar ver- 
mengt und in Petrischalen ausgegossen. Die Suspension 
kann auch auf der Oberflache mit einem Drigalskyspatel 
ausgespatelt werden. Die Zellen konnen aber auch duirch 
Filtration auf einen Filter niedergeschlagen werden, 
welches anschliefiend auf Nahragar Oder Nahrkartonschei- 
ben aufgelegt wird. In alien Fallen werden nach deni 
Bebriiten die Kolonien gezahlt. Die Anwendung des 
Koch'schen Plattenguflverfahrens und abgeleiteter Metho- 
den ist auf die Zahlungsart gleicher Zellen aus homoge- 
nen Suspensionen abgestellt und lafit sich nicht auf die 
Zahlungsart verschiedener Individuen aus ' gemischten 
Populationen ubertragen. 

Die Wahl des zur Ermittlung der Bakterienmasse heranzu- 
ziehenden Verfahrens hSngt davon ab, in welchem Zusam- 
menhang auf die Bakterienmasse Bezug genommen werden 
soil. Bei der Bestimmung von Zellertragen (Ausbeuten) 
wird haufig das Frischgewicht oder Trockengewicht er- 
mittelt. Als BezugsgroBen fiir Stof fwechsel- und Enzym- 
aktivitaten dienen der Protein- oder Stickstof f-Gehalt ♦ 
Die Zellmasse kann direkt oder indirekt ermittelt wer- 
den. Bei ersterer wird das Frisch- und NaBgewicht nach 
Abzentrifugieren der Zellen bestimmt. Beide Methoden 
sind mit betrachtlichen systematischen Fehlern behaf- 
tet. Erheblich genauer laBt sich der Gesamtstickstof f- 
gehalt (Mikrok jedalverfahren und Mikrodif fusion des Am- 
moniaks) und der Gesamtkohlenstof fgehalt (nach van- 
Slike-Folch) zu ermitteln. RoutinemaBig wird haufig das 
Bakterienprotein bestimmt. Modif ikationen der Biuret- 
Methode und andere kolorimetrisch erfaBbare Farbreak- 
tionen leisten gute Dienste. Mikroverfahren sind auf 
die Messung reprasentativer Proteinbausteine (Tyrosin, 
Tryptophan) abgestellt (nach Lowry oder Folin-Ciocal- 
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teu) . Zu den indirekten Methoden der Biomassebestimmurig 
zahlt die Ermittlung der Trubung einer Zellsuspensioiw 
Im Routinebetrieb wird dabei die optische Dichte einer 
Suspension als Extinktion gemessen (Extinktionsmessung, 
Turbidimetrie) . Fiir manche Zwecke ist auch die Streu- 
lichtmessung (Nephelometrie) genauer. Eine lineare Ab- 
hangigkeit zwischen den Mefiwerten und der Bakterienmas- 
se besteht bei beiden Verfahren jedoch nur im Bereich 
sehr geringer Zelldichten. Steigende Zelldichten haben 
eine rasch abnehmende Genauigkeit zur Folge. Insbeson- 
dere die turbidimetrische MessUng ist sehr ungenau, da 
die Linearitat oberhalb einer Extinktion von 0,3 sehr 
rasch abnimmt. Beide Verfahren haben zudem den Nach- 
teil, dafl unspezif ische Trubungen und Luftblasen ein 
Wachstum vortauschen konnen, zumal nur bei einer Wel- 
lenlange gearbeitet wird. Ein weiteres Problem der di- 
rokten Wachstumsbestimmung besteht darin, dafl einige 
Bakterienarten in Gegenwart von bestimmten Antibiotika 
(z.B. B-Lactam Antibiotika) eine verlangerte lag-Phase 
aufveisen. Infolgedessen liegen bei geringen Keimein- 
saaten die MeSwerte so eng zusammen, daB es schwer 
oder sogar unmoglich ist, zu erkennen, ob Wachstum oder 
kein Wachstum vorliegt. Eine weitere indirekte Methode 
beruht darauf, Stof fwechselgroBen zu messen, die direkt 
mit dem Wachstum zusammenhangen (0 2 -Auf nahme , Produk- 
tion von C0 2 oder Saure) und die daher ein adaquates 
MaB fiir die Mikroorganismenmasse abgeben. Ihre Messung 
ist in Fallen angezeigt, in denen andere Methoden ver- 
sagen, z.B. bei nohr geringon Zelldichten. Zur Messung 
konnen titrimutrische, manometrische und elektroche- 
mische Verfahren angewandt werden. 

Weitere bekannte Verfahren beziehen sich auf die Hem- 
mung des Wachstums durch verschiedene Inhibitoren (z.B. 
Antibiotika) . Zur quantitativen Prufung der Wirkung 
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eines Antibiotikums bedient man sich haufig des Plat- 
tendif fusionstests. Zur Durchfuhrung dieses Tests wer- 
den Schalen mit einem mit der Testkeimsuspension ver- 
setzten Nahragar bis zu einer bestimmten Hohe gefiillt. 

05 Auf diese Platten werden die Testlosungen aufgebracht, 
indem sie entweder in ausgestanzte Locher (Lochplatten- 
test) oder in aufgesetzte Glas- oder Metallzylinder 
einpipettiert werden (Zylinderplattenmethode) oder "in 
Filterpapier aufgesogen und als Filterpapierscheiben 

10 auf den Agar aufgelegt werden. Bei positiver Reaktion 
wird nach der Bebriitung eine Hemmzone sichtbar, deren 
Durchmesser bei Einhaltung konstanter Versuchsbe- 
dingungen (Nahrbodenzusammensetzung, Schichtdicke , Ein- 
saatdichte, Bebriitungszeit und -teniperatur) dem Loga- 

15 rithmus der Konzentration des Antibiotikums proportio- 
nal ist. Im Verdunnungsreihentest wird das Antibiotikum 
in einer mit dem Testkeim beimpften Nahrlosung in Ver- 
dunnungsstufen 1:2 verdunnt und nach Bebriitung diejeni- 
ge minimale Konzentration ermittelt, bei der gerade 

20 kein Wachstum erfolgt (minimale bakteriostatische Kon- 
zentration) . Der Test kann im Makro- oder Mikromafistab 
durchgefuhrt werden. Dabei setzt man in verschiedenen 
Rohrchen oder Vertiefungen einer Mikrotitorplatte ver- 
schiedene Konzentrationen eines Antibiotikums ein. Bei 

25 einer geeigneten Auswahl der Verdtinnungsschritte laBt 
sich die minimale Hemmkonzentration des Antibiotikums 
feststellen. Die Testdauer betragt in der Regel 16 bis 
24 Stunden. Der Agardilutionstest wird ahnlich dem 
Reihenverdunnungstest durchgefuhrt. Einziger Unter- 

30 schied ist f daB statt einer flussigen Suspension feste 
Nahrboden verwendet werden. 

Alle diese Verfahrea zur Bestimmung des Wachs turns bzw. 
der Wachstumshemmung von Bakterien haben Nachteile. sie 
35 sind namlich teilweise sehr zeitaufwendig und/oder 
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fiihren zu ungenauen Ergebnissen. 

■~ 

Die vorliegende Erfindung hat sich daher die Aufgabe 
gestellt, ein indirektes Verfahren zur quantitativen 
05 Bestimmung des Wachs turns von aeroben gram-negativen 
Bakterien zu entwickeln, das schnell und genau arbei- 
tot. 

Zur Losung der Aufgabe ist erf indungsgemaB vorgesehen, 
10 dafi man die Bakterien rait einem enzymatisch-spaltbaren 
Substrat versetzt und ein Spaltstiick des Substrats pho- 
tometri'sch miBt. 

Es wurde iiberraschenderweise gefunden, daB P^ranitro- 
15 anilide als Substrate fur aerobe gram-negative Bak- 
terien dienen konnen und die entstandenen Spaltstiicke 
ein direktes MaB fur das Wachstum der Bakterien bilden. 
Bevorzugt werden L-Leucinparanitroanilid und Prolinpa- 
ranitroonilid. Bcsonders bevorzugt wird L-Alaninparani- 
20 troanilid. 

Aus der DE-PS 26 53 047 sind Testsysteme bekannt, die 
zum Nachweis gram-negativer Keime iiber deren Aminopep- 
t idaseaktivitat L-Alanin-4-nitroanalid verwenden . Aus 

25 J. Clin. Microbiol. 13 (1981) 483-490 ist auBerdem be- 
kannt, Naphtylaminderivate fur- die Identif izierung von 
Enterobacteriaceen einzusetzen. Zur quantitativen Be- 
stimmung des Bakterienwachstums werden diese Test- 
systeme jedoch nicht eingesetzt. AuBerdem wird davon 

30 ausgegangen, daB die Testsysteme nicht fur alle gram- 
necjativen Bakterien geeignet ist. 

Die Bakterien spalten mit Hilfe des Enzyms Aminopepti- 
dase das Paranitroanilid und setzen Paranitroanilin 
35 frei. Das Enzym Aminopeptidase wurde bei verschiedenen 



- 8 - 



3419327 



gram-negativen Bakterien von Teuber und Cerny erstmals 
nachgewiesen (Arch. Mikrobiol. Bd. 91, 235-240 (1973)). 
Die Aminoendopeptidase wurde von Lazdunski und Mitar- 
beitern (Eur. J. Biochem. Bd. 60, 349-369 (1975)) be- 

0 5 schrieben. Wahrend die Paranitroanilide im Bereich von 
380 bis 420 nm in den erf indungsgemafi verwendeten Kon- 
zentrationen kaum absorbieren, andert sich die Lichtab- 
sorption durch die Abspaltung des Paranitroanilins in 
charakteristischer Weise. Die Zunahme der Absorption 

10 pro Zeiteinheit ist ein direktes Mafi fur die Zu- oder 
Abnahme des Wachstums der Bakterien. Insbesondere kann 
das Verfahren aber auch der Erfassung der syner- 
gistischen und antagonistischen Wirkung verschiedener 
Substanzen dienen. Daruberhinaus eignet sich das Ver- 

15 fahren zur Feststellung der Resistenz aerober gram-ne- 
gativer Bakterien gegen antimikrobiell wirkende Ver- 
bindungen oder Wachstumsinhibitoren , insbesondere Anti- 
biotika und Chemotherapeutika . In der mikrobiologischen 
Labordiagnostik ist dies neben der Identif izierung 

20 bakterieller Krankheitserreger ein sehr wichtiger Un- 
tersuchungsschritt, urn Aussagen liber die Therapiemog- 
lichkeiten zu erhalten. 

Eigene Untersuchungen haben gezeigt, da6 die Nitroani- 
25 lide in Konzentrationen von 0,5 bis 5 mmol/1 keine 
storende eigene bakteriostatische Wirkung zeigen und 
deshalb vorzugsweise in diesem Konzentrationsbereich 
eingesetzt werden sollten. 

30 Die Messung erfolgt bei 2 verschiedenen Wellenlangen , 
die durch das Spaltstuck des Substrats verschiedon ab- 
sorbiert werden. Bevorzugt werden Wellenlangen im Be- 
reich von 380 bis 450 nm. Besonders bevorzugt wird, dafl 
die eine Wellenlange bei 414 nm und die zweite bei 450 

35 nm liegt. Statt 414 nm kann auch eine andere Wellen- 
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lange benutzt werden, bei der freies Paranitroanilin 
absorbiert. Bei mehr als 450 nm absorbiert Paranitro- 
anilin nur noch unwesentlich. Das Zwei-WellenlSngen- 
meBprinzip hat den groBen Vorteil, daB alle auch unspe- 
zifischen Triibungswerte abgezogen werden, wahrend bei 
den sonst in der Mikrobiologie fiblichen turbidime- 
trischen Verfahren (oft fSlschlicherweise als photome- 
trische Verfahren bezeichnet) Luftblasen und feste Be- 
standteile der NahrlSsung storend wirken. Die Absorp- 
tionswerte fiir die durch das Wachstum verursachte Trxi- 
bung sind bei den beiden verwehdeten Wellenlangen etwa 
gleich. Dadurch wird eine reine photometrische Auswer- 
tung ermoglicht. Das hat wiederum den Vorteil, daB die 
unterschiedlichen Werte fiir Wachstum und Wachstumshem- 
mung sich deutlich voneinander abheben. Wahrend bei 
reiner Trtibung sines sung innerhalb von 5 Stunden Absorp- 
tionswerte von maximal 0,5 bis 0,6 erreicht werden 3c5n- 
nen r liegen die Werte der erf indungsgemaJen Methode 
zwischen 1,4 und 2,3 und bei fehlendem bzw, verzogertem 
Wachstum unterhalb von 0,2. 

Fur die Beurteilung, ob Wachstum vorliegt oder nicht, 
wird nach einem speziellen Auswertungsprinzip vorgege- 

gangen : A (Kontrolle) -A ( Ant ibiotikum) 

= Q 

A (Kontrolle) 

Liegt der Quotient Q oberhalb eines Schwellenwertes , 
kann der Keim nicht wachsen. Unterhalb dieses Schwel- 
lenwertes wachst das Bakterium. Die Schwellenwerte sind 
fiir die einzelnen Antibiotika unterschiedlich , liegen 
jedoch im Bereich von 0,85 bis 0,92. 

Durch die folgenden Ausf iihrungsbeispiele wird die Er- 
findung naher erlautert: 
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Beispiele 
I, Materialien: 

1. Mikrotitrationsplatten mit vorqegebonon verschio- 
denen Antibiotika-Konzentrationen und eine oder mehrere 
antibiotikafreie Mikrotitrationsplatten. Die Substrate 
konnen getrocknet oder gefroren sein. 

2. Sterile Muller-Hinton-Bouillon mit einer Konzentra- 
tion von 3 mmol/1 L-Alaninparariitroanilid; 

3. Sterile Kochsalzlosung; 

4. McFarland-Standard 0,5 (Trubungsstandard) ; 

5. Pipette; 

6. Plattenschiittler fur Mikrotitrationsplatten mit oder 
ohne Inkubatoreinheit; 

7. Mikrotitrationsplatten-Photometer (Multiskan MC) ; 

8. An 7. angeschlossene Computereinheit mit Disketten- 
laufwerk, Monitor und Drucker; 

9. Bakterienkulturen auf Agarplatten. 
II. Arbeitsweise 

Man stellt eine Suspension mit physiologischer Koch- 
salzlosung her (entsprechend McFarland-Standard 0,5 

g ' 

10 Keime/ml) . Herstellung des 0,5 McFarland-Standards : 
0,5 ml, 0,048 M BaCl 2 (1,175% BaCl 2 * 2H 2 0g/v) und 
99,5 ml, 0,18 M H SO. (1% v/v) werden zusammengegeben 
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und kraftig gemischt. Der Standard kann gut verschlos- 
sen in der Dunkelheit mehrere Wochen aufbewahrt werden. 

100 ul dieser Suspension werden zu 10 ml Mtiller-Hin- 

05 ton-Bouillon mit 3,0 mmol/1 Analinparanitroanilid ge- 
geben (Verdiinnungsf aktor 1:100 entspricht ungefahr 10 6 
Keime/ml) . Mit eiher automatischen Pipette gibt man an- 
schlieBend 50 ul dieser Suspension (oder ein anderes 
geeignetes Volumen) in die Vertiefungen der Mikrotitra- 

10 tionsplatte und klebt die Platte anschlieBend mit einer 
Klebefolie ab. Die Mikrotitrationsplatten werden auf 
einen Plattenschuttler gegeben und unter Schiitteln 5 
Stunden bei 35 bis 37°C inkubiert. Die Platten werden 
danach mit dem Photometer ausgewertet. Die Ergebnisse 

15 sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt . Dabei 
wurde mit den in Tabelle 1 angegebenen Antibiotika-Kon- 
zentrationen gearbeitet. Die Ergebnisse zeigen, daB die 
bei An- und Abwesenheit von L-Alaninparanitroanilid 
gemessenen Absorptionswerte sich deutlich voneinander 

20 abheben. Zudem sind die Absorptionswerte der reinen 
Triibungsmessung laut Tabelle 3 selbst bei 550 nm sehr 
niedrig und eng beieinanderliegend. 

Auf der anderen Seite zeigt Tabelle 2 deutliche Abstu- 
25 fungen der MeBwerte bei Zusatz unterschiedlicher Anti- 
biotikamengen . So laBt die Zunahme der Wachstumshemmung 
auch bei nur geringfugig erhohten Antibiotika-Konzen- 
trationen sich schon genau messen. 

30 



35 
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Tabelle 1 



Antibiotika-Konzentrationon(mg/.l) der Agarplatten A - H 



05 



Agar-Platte 


H 


G 


F 


E 


D 


C 


B 


A 


1. Ampicillin 


* 


0.5 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


2. Piperacillin 


* 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


64 


3. Mezlocillin 


* 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


64 


4. Cefazolin 


* 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


64 


5. Cefotaxim 


* 


0.5 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


6. Lamoxactam 


* 


1 


2 


4 


8 • 


16 


32 


64 


7. Cefoxitin 


* 


0.5 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


8. Gentamicin 


* 


0.25 


0.5 


1 


2 


4 


8 


16 


9. Amikacin 


* 


1 


2 


4 


8 


16 


32 


64 


10. Doxycyclin 




0.25 


0.5 


1 


2 


4 


8 


16 


11. Fosfomycin 


* 


4 


8 


16 


32 


64 


128 


256 


12. Chlor- 


* 


0.5 


1 


2 


4 


8 


16 


32 



amphenicol 



20 * Leerwert 



25 



30 
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